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論 文 内 容 要 旨
第 一 章 緒 論
フタ ル酸 エス テル(以 下PAEと 略 す)は,オ ル トフタ ル酸 が ア ル コー ル と縮 合 した化 合 物 で あ る。
代表 的 なPAEと して,フ タル 酸 ジエ チルヘ キ シル(DE}{P)と フタル酸 ジーn一 ブチル(DBP)
が あげ られ る(図1)。 これ らのPAEは,主 に ポ リ塩 化 ビニ ール な どの高分 子樹 脂 に可 塑 剤 として
用 い られ てい る・ しか し,高 分 子 樹脂 とは化 学的 に結合 してお らず,条 件 に よ っては,比 較 的簡単 に,
樹 脂 商か ら,脱 離,拡 散 して,環 境 を 汚染 す る。
PAEの 汚 染が社 会 的 問題 とな った のは,輸 血 を受 けた 人 の シ.ッ ク肺,お よび 腎 臓 人 工 透 析患 者
の肝 障害 の原 因が,PAEで あ る可能 性 が高 い と報 告 され てか らで あ る。
現在,DBPとDEHPを 主 と したPAE類 の汚 染が世 界 的 に広 ま り,水 系を は じめ として,血 液,
各種 臓 器,魚 類,牛 乳,食 品(砂 糖,食 塩,マ ヨネ ーズ,ケ チ ャ ップ,バ ター な ど)な どに まで お よ
んで い るo
そ して,PAEの 毒 性 に 関 して も,動 物 実験 に よ って確 認 され,生 体 へ の影 響 が問 題 に な って来 て
い るo
しか し,PAEの 汚 染 の広 が りか ら,畜 産物 お よび 畜産 食品 に まで そ の汚染 がお よんで い る と考 え
られ なが ら,そ の研 究 は ほ とん ど行 な われ ていな い。 本論 文 は,こ の よ うな背 景 か ら,PAEの 鶏卵
にお け る汚 染 とその産 卵 鶏 へ の影 響 に つい て検 討 を 行 な った結果 を記 述 した もので あ る。
第二 章PAE分 析 に おけ る問題 点
一 一 バ ッ ク グ ラ ソ ドPAEに つ い て
本 研 究 の遂行 に 当 り,ガ スク ロマ トグ ラフ(G工G)に よるPAEの 分 析値 に与 え るバ ックグ ラ ン
ド値 の 影響 を,ま ず 明 らか にす る必要 があ った。PAE汚 染は,化 学 研究 室 に おい て も例 外 で はな く,
ほ とん どの試 薬,器 具 類 にPAEの 含 まれ て い るこ とが推 定 され たか らで あ る。 これ らのPAEは,
そ の定 性,定 量分 析 に影響 を お よぼす の で,こ の汚 染 の実 態 を 明 らか にす る と ともに,そ の除 去 を試
み たo
そ の結 果,表1,表2に 示 す よ うに,脂 質分 析 に常 用 され る多 くの試 薬,器 具類 は,DBPとDEHP
に よって 汚染 され てい るこ とが 明 らか にな った 。 シ リカ ゲル中 のPAEは,加 熱 処理,ま た は,蒸 留
した 有機 溶 媒 に よる洗 浄 に よ って除 去 で きた。 な お,有 機 溶媒 中 のPAEは,蒸 留 に よ って除 くこ と
が で きた 。
この よ うに して,使 用 試薬,器 具 中 のPAEを 除去 す るこ とに よ って,GLCに よる試 料 中 のPAE
分 析 にお い て,こ れ らに由 来す るバ ックグ ラン ドPAEの ピー クを 最小 に抑 え る こ とに成 功 し,PAE
分 析の 基礎 条 件 の確 立 をみ た。
次 に,パ ックグ ラ ン ドのPAEは,PAE分 析時 だ けで な く,脂 肪酸 メチル エ ス テル のGLC分 析
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に も,し ば しぼ帰 属 不明 の ピー ク として出 現 し,目 的 物 質 の定性,定 量 分 析 の障 害 とな り,あ るいは,
他物 質 と誤認 され る可能 性 のあ る こ とが考 え られ た の で,脂 肪酸 メチ ルエ ス テ ル分 析時 のPAEの 挙
動 につ いて検 討 を行 な った。
そ の結果,脂 肪 酸 メチ ルェ ス テ ル生 成 条件 下 で,PAEは エス テ ル変換 を 受け,図2に 示 す よ うに,
フタル酸 メチ ル アル キ ル,フ タ ル酸 ジ メチ ル,お よび遊 離 アル コー ルを生 成 す るこ とが知 られ た 。
また,脂 肪 酸 メ チル エス テ ル分 析 に よ く用 い られ るDEGSカ ラ ムに よる1)AEと その エス テル 変換
物 の飽 和直 鎖 脂肪 酸 に対 す る相 当炭 素数(E.0.L.値)を 比 較す る と表3の よ うに,PAEに よ っ
て は,こ れ ら直 鎖 脂 肪酸 と類 似 した保 持 時間 を示 す ものがあ る ことが 明 らか に な った。PAEが 脂肪 酸
と誤認 され る場 合 が少 な くない の で,ガ ス ク ロマ トグ ラ ム上 での結 果 の判 断 には慎 重 で なけ れぽ な ら
ない こ とが示 唆 され た。
第 三 章 鶏 卵 に お け るPAEの 汚 染 と そ の 由 来
研 究 の最 初 に,鶏 卵 にお け るPAEの 存 在 に気 付 いた のは,次 の ような卵 殻,お よび卵殻 膜 中 に微
量 に含 有 される 脂 質 の分 析過程 にお いて で あ ったo
卵 殻,お よび卵 殻 膜 の全 脂質 を中 性脂 質 と極性 脂質 に分 画 し,さ らに中性 脂 質 を薄 層 クロ マ トグ ラ
フ(TLC)で 分 画 した と ころ,ト リグ リセ リ ドの位 置 と同 じ所 に,紫 色の画分 を発 見 したσ この物
質 をか き取 り,別 の溶 媒 系 を用 い て,TLOに よって トリグ リセ リ ドと分離 させ,標 準品 のDEHP
と比較 した とこ ろ,Rf値,呈 色 と も一致 し,卵 殻,お よび卵 殻 膜 中にDEHPの 存 在す る こ とが 証明
され た(図3)o
この よ うに して 鶏卵 が,PAEに よって汚 染 され て い る可能 性 が 強 く示唆 され るに 至 った ので,そ
の実状 を検 討 す るた め に,市 販 鶏卵 の可 食部 につ いてPAE含 量 を 調査 した。
その 結果,表4に 示 す よ うに,卵 白に お いて,DBPがtraceか ら0.15ppm,DEHPが0・05～
0.40ppmの 範 囲 で検 出 された が,卵 黄 では,検 出限 界 を上廻 るPAEは 検 出 され なか った 。 いず れ
に して も,鶏 卵 の 可食 部 がPAE汚 染を 被 って いた こ とが明 らか とな った。
そ こで,汚 染 の 由来 を検 討す るた めに,DEHPを 経 口投 与 させ た ところ,卵 中 にDEHPが 出 現 し,
とくに卵黄 の 濃 度 の高 い こ とが注 目 され(表5),こ れ に よ って,鶏 卵 中 に 出現 す るPA:Eの 一部 は
経 口的 な 由来 を もつ こ とが推定 で きた。
第 四 章 鶏 卵 卵 殻 に 対 す 』るDEHPの 影 響
第三章で述べたように,PAE汚 染は,市 販鶏卵におよんでおり,そ の成体,お よび卵への影響に
ついて関心が持 たれた。そこで,鶏 卵に対するDEHPの 影響を検討した。
産卵鶏にDEHP混 合飼料を与え,卵 殻に対する影響を観察 した。 岩谷系において ・卵殻厚約5%・
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卵重 約2%,卵 殻重 約7%,お よび卵 殻 指 数約6%の 減少 が認 め られ た(表6)。 い ず れ も1%水 準
で有 意 で あ った。
パ ブ コ 。ク 系 では,岩 谷 系 の よ うな薄 層 化 は認 め られ なか った が,軟 卵が 数 多 く生 産 され た 。 また,
投与 鶏 の正 常 卵 の卵 殻厚 の変動 が,非 投 与 鶏 のそ れ に比 べ 大 きい 結 果が 得 られ,5%水 準 で有 意 で あ
った(表7)。 さ らに,血 清Ga2+濃 度 を測定 した と ころ,投 与 区の方 が 低 い値 が得 られ,1%水 準
で有 意 で あ り(表8),卵 殻形 成 とCa代 謝 との関 係 が推 定 され た 。
これ らDEHPの 鶏 卵 生 産 に対 す る影 響 が,そ の ま ま実 際 に鶏 の うけ つ つ あ る汚染 レベ ルで お こ る
か否 か につ いて は問 題 が あ ろ うが,こ の よ うな 影 響 の可能 性 が示 唆 され た こ とは,採 卵 養鶏 に対 して
重 要 な 意 味を 有 す る と考 え られた 。
第 五 章 産 卵 鶏 に お け るDEHPの 蓄 積 ・代 謝 お よ び 排 泄
以 上 の よ うに,PAEは 鶏卵 生 産 に対 して,特 異 な影 響 を与 え る こ とが 明 らか と な った ので,つ い
で成 体 内 にお け るDEHPの 分 布,代 謝,お よび排 泄 に つ いて検 討 した。
表9に 示 す よ うに,DEHPの 長期 投 与 に よって,脳 を除 くす べ て の部位 にお い て,DEHPが 検
出 され,と くに,羽 毛 と脂 肪組 織 に著 る しい蓄 積が 認 め られ た。 また 肉眼的 に,卵 巣 にお いて異 状 が
認 め られ,肝 臓,お よび腎 臓 では 肥大 が認 め られ た。
また,短 期投 与 に よ るDEHPの 体 内分 布 の消失 を調べ た結 果 に よる と,表10に 示 す よ うに,
DEHPは 投 与5日 間 で肝臓,羽 毛 に出 現 し,25日 間 です べ て の部 位 に現わ れた ・ た だ し,肝 臓 中
の濃 度 に は差 異は 認 め られ な か った。 投 与 中 止 後7日 間 では羽毛 を除 くほ とん どの部 位 か ら消失 した 。
長 ・短 期 間 両実 験 に お いて示 された よ うに,DEHPの 羽 毛 におけ る蓄積 が か な り高 く,か つ,こ
の種 の蓄 積 は,他 の動 物 にみ られ ぬ特 異 な現 象で あ ったの で,羽 毛 へ の移行 経路 の解 明 を行 な った 。
羽 毛 へ の移行 は,外 部汚 染 に よる もの と,体 内を 通 って移 行す る経路 が想 定 され たの で,経 口投与 と
腹 腔 内 投与 を行 ない,羽 毛 に おけ る蓄 積 を比 較 した(表11)。
こ の結 果 か ら,経 口投与 ほ どの蓄積 は な か ったが,腹 腔 内投 与 で も蓄積 が 認 め られ た。 しか し,両
投与 法 に よって も,皮 膚 お よび尾 腺 の 濃度 が変 わ らな い こ とか ら,経 口投与 に よる蓄積 は,飼 料 中 の
DEHPが,く ちぽ しを経 由 して 羽毛 に 移行 した ものと推 定 され たQ一 方,腹 控 内投与 に よ る蓄 積 は,
尾腺 お よ び皮 膚 よ り移 行 した もの と推 測 され た。 羽毛 に存在 す る ワ 。クスが,尾 腺 に 由来 す る ことが
定 説 とな って い る こ とか らすれ ぽ,PAEが 皮膚 経 由 に よ って羽毛 に移行 す る可 能性 の あ る こ とは,
注 目すべ き事 実 で あ る と考 え られ た。
い ずれ に して も,羽 毛 にお いてPAEが 検 出 され た こ とか ら,羽 毛 中のPA:甲 は 環境 汚 染 の指標 物
質 と して極 め て有効 であ るこ とが示 峻 され た。
さ らに,C14-DEHPを 産卵 鶏 に腹 腔 内投 与 し,DEHPの 代謝 と排泄 につい て検 討 した。 そ の結
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果,呼 吸中 には 放 射活 性 は認 め られ な か ったG糞 尿 にお け る排泄 率 は,12時 間で 約50%,24時
間 で約75%で あ り,DEHI)の ほ とん どが 代謝 されて い る こ とを認 め た。
この代 謝物 か らは,フ タル酸 モ ノェ チ ルヘ キ シル が検 出 され,鶏 に対 す るDEHPの 影響 におい て,
この 中 間代 謝 物 の 果す 役割 が 推定 され た。
要 約
以 上 の研究 の結 果,環 境汚 染 物質PAEに よ る鶏 卵へ の汚 染 とそ の産 卵鶏 へ の 影響 に関 連 して,次
の事 実が 明 らか とな った。
1.試 料 中 のPAEのGLC分 析 に当 り,多 くの試 薬,器 具類 がPAEに 汚 染 されて い るので,バ ッ
クグ ラン ド値 を下 げ るた め には,こ れ らのPAEを 除去 す る必要 が あ り,そ の 除去 法 を確 立 した。
2,PAEの ピーク が 脂肪 酸 メチ ル エス テ ル と誤認 され る可能 性が あ るの で,脂 肪 酸 メチル ェス テ ル
分 析 にお け るPAEの 挙動 を検 討 し,そ の対 策 を示 した。
3.鶏 卵 卵殻 脂 質 を分 析 す る際,試 料 中 にPAEが 存 在 す る ことを 鳥類 にお い て初 め て確 認 し,さ ら
に,布 販 鶏卵 の可 食部 に もPAEが 存 在す る こと を認 め,PAEの 汚 染 の広 が りを推 定 したQ
4,DEHP経 口投 与 に よ って,卵 中 にDEHPが 出現 す る こ とを確 認 し,鶏 卵 汚 染 の 由来 を推 定 した 。
5,DEHP経 口投与 に よ り,鶏 卵 に おいて,卵 殻 厚,卵 殻 重,卵 重,お よび 卵 殻指 数 が減 少 す るこ
とを見 出 した。 さ らに,DEHP投 与 鶏 にお い て,軟 卵 が数 多 く生産 され,以 上 の結果 と血 清Ca2+
濃度 との関 係 が 推 定 され た。
6.鶏 体 の各部 位 のDEHPの 蓄積 を検 討 し,DEHPは 脳 を 除 くほ とん どの部 位 に存 在 し,と くに
羽 毛 と脂 肪組 織 中 に蓄 積す るこ とを認 め た。 羽 毛 にお け る蓄 積 は,他 の動 物 にみ とめ られぬ 独 得 の
現 象 で,外 部 環境 のDEHPが 羽 毛 に付 着す る経 路 と,体 内 を通 って尾腺 か ら羽 毛 に移行 す る経 路
と ともに,皮 膚 か ら移行 す る経 路 の存 在 が提示 された 。
7,Cl4-DEHPを 産卵 鶏 に腹 腔 内 投与 した結果.糞 尿 にお け る排 泄率 は,24時 間 で約75%で あ
り,DEHPの ほ とん どが代 謝 され てい る こ とを 認め たGこ の代 謝物 か らぽ.フ タル 酸 モ ノエ チル
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3)フ タ ル 酸 エ ス テ ル の 産 卵 鶏 へ の 投 与 が,卵 殻 厚,卵 殻 重,卵 重 お よ び 卵 殻 指 数 に 与 え る 影 響






審 査 結 果 の 要 旨
塩化 ビニル系 を は じめ とす る合成 高 分 子樹 脂 に可 塑 剤 と して添 加 され る フタル 酸 エステルは,高 分 子
樹 脂 に化 学 的 に結 合 して い ない 関係 か ら,脱 離,拡 散 しやす く,そ の環 境 汚染 の拡 が りが漸 く注 目さ
れ る よ うに なって きた 。当然,そ の汚 染 は 畜産物 に もお よん で い る と考 え られ をが,こ の方 面 の 研究
は ほ とん ど行 なわれ て お らず,と くに鶏 あ るい わ広 く一般 鳥類 につ い て の情報 は皆 無 であ った 。本 論
文 は この よ うな背 景か ら,フ タル 酸 エス テ ル の鶏卵 へ の汚 染 と,そ の産 卵 鶏 に お よぼす 影 響 を検討 し
た もの で あ る。
著 者 は まず フタ ル酸 エス テル分 析 に使用 され る試薬,器 材 に おけ る.フ タル 酸 エス テル に よる汚 染
実状 を 明 らか に す る と と もに,そ の 除 染法 を確 立 した 。 そ の結果,分 析 対 象 に含 まれ る フタ ル 酸エ ス
テ ル の分 析 に際 し,対 象外 か ら混 入 して くる フ タル 酸エ ス テル に よる分析 上 の パ ック グ ラウ ン ド値 を
低 下 させ,分 析感 度 を 上 昇 させ る こ とに成 功 した 。 また,各 種 の フ タル 酸 エ ステ ルの ガス ク ロマ トグ
ラム上 の相 当 炭素 数 を決 定 し.さ らに 脂肪 酸 メチル エ ス テル 調製時 に お け る フタ ル酸 エ ス テル の挙 動
を検 討 して,脂 肪 酸 メチ ル エス テ ル と誤 認 され る場 合 の対 策を 提示 した 。
つ い で.外 部 汚 染を 避け て産 卵 直 後 に採取 した 鶏卵 の外 部構 造 部分 に,フ タル 酸エ ス テ ル の存 在 を
初 めて確 認 し,さ らに,市 販 鶏卵 の可 食部 に もフタ ル 酸エ ステ ルを検 出 して,そ の 汚染 が鶏 に お よん
でい る こ とを明 らか に した 。
そ こ で,フ タル 酸 ジ エチ ルヘ キ シル を産 卵鶏 に経 口投 与 して卵 お よび 鶏体 にお け る蓄 積 とそ の 影響
を 研究 した 。鶏 卵 に お いて は,卵 中 に フ タル酸 ジエ チル ヘ キ シル が出現 す る と と もに.卵 穀 厚,卵 穀
重,卵 重 お よび卵 穀指 数 が 減少 し,ま た軟 卵 の数多 くの 生産 と血清 カル シ ウム濃 度 の 低 下が認 め られ
た。 鶏体 中 では フ タル酸 ジエ チ ルヘキ シル は脳 を 除いた ほ とん どの組 織に 分 布 す るが.と くに脂 肪組
織 と羽毛 に 蓄積 する こ とが 明 らか とな った 。
羽毛 に おけ る フタ ル 酸エ ステ ル の蓄 積 は他 の動物 にみ られ ぬ特 異 な現 象 であ り,外 部環境 か らの羽
毛へ の直 接 汚 染 に よる 経路 と,体 内 を経 て尾 腺 か ら羽 毛 に移 行 す る経 路,お よび皮 膚 か ら羽毛 に移 行
す る経 路 に よ って,こ の蓄 積 の行 なわ れ る ことを 主張 した 。 また,こ の よ うな事 実 か ら,羽 毛 中 の フ
タル 酸 エス テル を.環 境 汚 染 の 指標 とす る可 能性 に つい て示 唆 を与 えた 。
最 後 に14C一 フ タル 酸 ジエ チ ル ヘキ シルの 産即 鶏 へ の腹腔 内投与 に よって ・そ の代 謝 を検 討 して ・
排 泄率 を求め,代 謝 物 か らフ タル 酸 モ ノエチ ル ヘキ シル を確 認 し.代 謝経 路 の推 定 を行 な った 。
以 上 の よ うに,本 論 交 は動物 の フ タル 酸エ ス テ ル汚染 に関 して,い くつか の 新 知見 を含 み,畜 産 学
の基礎 的 研究 と して関 係 分野 の 進展 に寄 与 す ると ころ が大 きい 。 よ って 審査 員 一 同は,著 者 が農 学博
士 の学位 を授与 され る資格 を有 す る もの と判 定 した 。
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